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Abstract 
Several educational experiments with enzymes, such as catalase, amylase, succinate 
dehydrogenase, and luciferase, are described in the high school textbooks. In particular, 
the experiment with catalase is familiar as a teaching material. It is simple and easy to 
understand visually. However, it is desired to be improved in terms of quantification of 
rate of the enzymatic reaction and the understanding of the enzyme catalyzed chemical 
reaction. Therefore, we focused on peroxidase (EC 1.11.1.7), which is one of the 
oxidoreductases similar to catalase, and developed an educational experiment to 
understand the enzymatic reaction using an inexpensive tubed spice (kneading 
horseradish) as an enzyme source. In the peroxidase reaction, hydrogen peroxide was 
reduced to water and another substrate was simultaneously oxidized. Therefore, it was 
easy to understand the oxidation‒reduction reaction. The enzymatic reaction could be 
quantified by the green coloration originated by the oxidation of the 2,2’-azinobis(3-
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ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) substrate. This experimental method clearly 
demonstrated and deepened the understanding of various enzymatic properties, such as 
the effects of enzyme concentrations, temperature profiles, and thermal denaturation. As 
a part of high school collaborative lessons, we recommend this experiment in academic 
institutions. 
 
キーワード:  2,2'-アジノビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン
酸)，酵素反応，実験法，ペルオキシダーゼ，定量化 
Keywords：2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid),  
enzyme reaction, experimental method, peroxidase, quantification 
 
１.はじめに 
細胞を構成する物質としては，水を除いてタンパク質がもっとも大きな割合を占めてい
る．その中で，化学反応を特異的に触媒する様々な酵素が，生命現象を支える役割を果たし
ている．高等学校新学習指導要領［生物］（平成 30 年 3 月告示）(1)には，「生命現象を分子
レベルで捉えるために必要な最小限の化学の知識にも触れること」を配慮するとあり，その
ためには酵素反応の理解が役立つ．例えば，指導要領における代謝の 2項目（呼吸，光合成）
を理解するには，関係する様々な酵素の特性を理解することが重要と考えられる．また，分
子生物学に基づくバイオテクノロジーも酵素反応の応用の側面がある．さらに，それぞれの
酵素のアミノ酸配列（一次構造）に基づく立体構造（三次，四次構造）が基質特異性，反応
温度依存性，反応 pH 依存性，熱安定性などの特性と密接に関連し，ひいては生物の系統や
進化的役割とも関係する． 
 指導要領の目標には，「観察，実験などを行い，科学的に探究する力を養う」とも記載さ
れている．座学だけではなく実験を行うことは，生物学の本質的な理解に重要である．現行
の高校生物教科書には，カタラーゼ，アミラーゼ，コハク酸脱水素酵素，ルシフェラーゼな
どの酵素反応実験が記載されている（表 1）．特にカタラーゼはもっともポピュラーで，身
近な素材を教材としており，実験が簡便で視覚的にも反応の有無がわかりやすい（表 1）．
しかしながら，酵素反応進行の定量化ができない．したがって，教科書に必ず記載されてい
る酵素特性，すなわち最適反応温度，最適反応 pH，反応初速度の基質濃度依存性を理解す
るための実験を組むことができない．また，触媒する酸化還元反応の化学的理解についても，
過酸化水素 1基質のため，同時に起こる酸化と還元を分けて捉えにくい（図 1A）．その他の
酵素についても，素材，コスト，安全性，そして定量性などに課題があり，より効率的に酵
素特性を理解するための新たな実験法の開発が役立つと考えられた（表 1）． 
 そこで本研究では，カタラーゼ同様に身近な酸化還元酵素の一種であるペルオキシダー
ゼ(2)に着目し，酵素給源として安価なチューブ入り香辛料を使用した酵素特性を理解するた
めの教育実験の開発を試みた．ペルオキシダーゼ反応は，過酸化水素が水に還元され，同時
に別基質の酸化が進行するため，酸化還元反応の理解が容易である（図 1B）．すでに酸化発
色する基質が知られており，ペルオキシダーゼ反応の進行を視覚的に確認できると共に，標
準呈色見本を作成することで酵素反応の程度を定量的に測定できる可能性が考えられる．
反応温度依存性や熱変性による酵素失活などを通じ，酵素反応の理解を深める教育実験を
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開発できると考えた．ペルオキシダーゼは酸化ストレス低減のため生体に重要な酵素であ
ると共に，一次構造や立体構造が解明されており（図 1D，E）(3)，酵素の機能にタンパク質
の立体構造が関わっていることの理解にも役立つ．また，ペルオキシダーゼは医療分野や食
品分野での様々な分析に役立てられており(4-6)，消臭効果をもたらすガム成分としても実用
化されている(7)．したがって，酵素の応用面からの理解を促すにも，良い教材と思われる． 
 
表１ 教科書掲載の酵素反応教育実験
 
*1. 身近なものから酵素を調達できないため「難」とした．*2. 色素の退色を観察するため，
目視での定量化は難しい．*3. ツンベルク管への初期投資が必要であり，操作に時間がかか
る．*4. 実験操作が長時間である．*5. 希塩酸を用いるため，実験操作に注意が必要である． 
 
２.実験材料と方法 
(1)実験材料 
分析用に実用化されているペルオキシダーゼは，セイヨウワサビ（ホースラディッシュ）
由来（EC 1.11.1.7）である．そこで，市販のチューブ入り香辛料（練りホースラディッシュ）
をそのままペルオキシダーゼ給源として用いることを発案した．練りホースラディッシュ
は製造中に熱処理されていないため，ペルオキシダーゼ活性の残存が期待された．ペルオキ
シダーゼ反応は，過酸化水素および 2,2'-アジノビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホ
ン酸)（ABTS）を基質とし（図 1C）(8)，酵素反応進行は，ABTSの酸化型が緑色発色すること
により確認することとした（図 2）．過酸化水素は，市販のオキシドール（3%過酸化水素水）
をそのまま用い，ABTSは試薬を蒸留水（または精製水）で 0.55 mg/mL（1 mmol/L）となる
よう溶解して用いた．それぞれの価格は，練りホースラディッシュ（ハウス食品，40 g）が
約 200円，オキシドール（健栄製薬，500 mL）が約 500円，そして ABTS（アンモニウム塩，
富士フィルム和光純薬，1 g）が 5,600円であった．練りホースラディッシュ，オキシドー
ル，および ABTSの使用量は，1実験当たりそれぞれ 1 g，6 mL，および 3.3 mg程度であっ
教科書 酵素 材料調達 定量性 実験操作 費用 安全性
数研出版
カタラーゼ 易 無 容易 安価 ○
アミラーゼ 易 有*2 容易 安価 〇
実教出版
ルシフェラーゼ 難*1 有 容易 高価 ○
コハク酸脱水素酵素 易 有*2 煩雑*3 高価*3 〇
啓林館
カタラーゼ 易 無 容易 安価 ○
コハク酸脱水素酵素 易 有*2 煩雑*3 高価*3 〇
第一学習社
カタラーゼ 易 無 容易 安価 ○
アミラーゼ 易 有*2 容易 安価 〇
東京書籍
カタラーゼ 易 無 容易 安価 ○
グルタミン合成酵素 易 有*2 煩雑*4 安価 ○*5
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た（すなわち 1実験当たり約 30円）． 
 
(2)実験器具および装置 
 本実験法の開発には秤量用天秤，恒温槽，氷入れ容器，タイマー，および分光光度計（日
立ハイテクノロジーズ，U-2910）を使用した．実験器具は試験管，ビーカー，メスシリンダ
ー，薬さじ，ピペット，スポイト（またはマイクロピペッターおよびチップ）を必要とした． 
 
(3)実験手順の検討 
 まず，練りホースラディッシュ 1 gを秤量し，20 mLの蒸留水（または精製水）に薬さじ
で懸濁することにより酵素液を調製した（図 3）．次に，1 mmol/Lの ABTS およびオキシドー
ルをそれぞれ 1 mL ずつ試験管に分注し，合計 2 mLを軽く攪拌して基質液を調製した．基
質液は，使用するまで氷中にて保存した． 
 ペルオキシダーゼ酵素反応は，基質液に酵素液約 0.04～0.32 mL（使い捨てスポイトで 1
～8 滴）を添加，軽く攪拌することにより開始した．タイマーで正確に 30 秒～5 分間静置
し，呈色の有無および色の濃さを確認した． 
 
図１ 酵素の化学情報 
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(A) カタラーゼの反応．(B) ペルオキシダーゼの反応．(C) ABTSを電子受容体に用いたペ
ルオキシダーゼの反応．(D) ペルオキシダーゼの一次構造．（UniProtKB：P00433，
PDB ID：1H58）(E) ペルオキシダーゼの立体構造．分子量 33.9 kDa，全長 308残基か
ら構成される（UniProtKB：P00433，PDB ID：1H58）．主鎖はグレーで示し，補因子ヘ
ムは黒で示した．UniProt Knowledgebace （UniProtKB）：タンパク質のアミノ酸配列
データベース，Protein Data Bank（PDB）：タンパク質の立体構造データベース 
 
３.結果と考察 
(1)実験法の開発 
 室温（21℃）にて酵素反応開始後，徐々に緑色の呈色が進むことを確認した（図 4）．ワサ
ビにはペルオキシダーゼが含まれており，他の練り香辛料（本ワサビ，生ワサビ）を用いて
同様の実験を行った（図 4）．しかし，色は見られるものの練りホースラディシュと比較す
ると呈色に時間がかかった．ペルオキシダーゼの実験材料としては，調べた限りで授業時間
内に実験結果が得られるという観点から練りホースラディッシュが最適であった． 
 
 
 
図２ ABTSの化学式 
ChemDrawを利用して作成した． 
 
 
 
図３ 酵素液の調製方法 
 
酵素液完成１gを秤量 蒸留水20 mL
に加え懸濁
チューブ入り
香辛料
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図４ 酵素反応による呈色 
基質液に酵素液を使い捨てスポイトで 4滴（約 0.16 mL）添加し，室温（21℃）にて各時間
反応させた．①対照（酵素液の替わりに蒸留水使用）．②練り本わさびを用いた酵素液．③
練りホースラディッシュを用いた酵素液．④練り生わさびを用いた酵素液． 
 
図５ 呈色反応の酵素濃度依存性 
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(A) 基質液に酵素液を使い捨てスポイトで 1～8滴（約 0.04～0.32 mL）添加し，室温（21℃）
にて各時間反応させた．①対照（酵素液の替わりに蒸留水をスポイト 1滴使用）．②～⑤酵
素液をそれぞれスポイト 1，2，4，8滴使用．(B) 酵素濃度と活性の直線性．室温（21℃）
にて 15分間反応させた各反応液の吸光度を分光光度計にて測定し，液量補正した値でグラ
フを作成した．計算式：吸光度×(基質液量＋酵素液量)/基質液量 
 
 次に室温にて，最適な酵素液量と反応時間を検討した．結果として，図 5A に示すように
酵素液量約 0.04～0.16 mL（使い捨てスポイトで 1～4滴），反応時間 5分間が，酵素反応の
時間変化（酵素活性）を観察する上で最適と考えられた．また，分光光度計にて呈色による
実際の吸光度の増加（ABTS参加型は 415 nmに吸収有り）が酵素液量の増加と比例すること
を確認した（図 5B）．さらに，ペルオキシダーゼ反応液を 0～80℃で 5分間静置することに
より，温度依存性が観察された（図 6）．それぞれの温度で反応後に室温にて 5 分間静置反
応させることにより，高温での酵素失活や，0℃では反応が微弱だが酵素は失活していない
ことも観察できた． 
 本実験法による酵素反応の分析に定量性を持たせるため，種々の濃度の ABTSを本酵素反
応に用いて標準呈色見本を作成した（図 7A）．そして，酵素反応による呈色の濃さと分光光
度計にて測定した実際の吸光度の増加を比較したところ，相関関係を明確に確認できた（図
7B）． 
 
 
 
図６ 酵素反応の温度依存性および高温での酵素失活 
基質液に酵素液を使い捨てスポイトで 4滴（約 0.16 mL）添加し，各温度条件にて 5分間反
応させた．その後，各反応液を室温にて 5分間反応させた．①対照・室温（21℃）．②氷中
（0℃）．③室温（21℃）．④体温（37℃）．⑤高温（80℃）． 
5分間それぞれの温度で静置
③②① ④ ⑤
室温で５分間静置
③②① ④ ⑤
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図７ 標準呈色見本の作成と定量性の確認 
(A) 標準呈色見本．ABTSの終濃度が 0，0.005，0.01，0.015，0.02，0.03，0.04，0.05，0.06，
0.07，0.08，0.09 mmol/Lの反応液（計 12種類）を調製し，市販セイヨウワサビ由来ペル
オキシダーゼ（POD-302, 東洋紡製）により室温で ABTSを完全に反応させることにより作製
した．授業では生徒の記録間違いを防ぐ目的で，ABTSの濃度を 12段階の数字に置き換えた
標準呈色見本を使用した．以降の実験では置き換えた数字を用いてグラフを作成している．
(B) 標準呈色見本による定量性．酵素反応速度，すなわち活性を標準呈色見本で求めた値
と，吸光度の値との直線性を確認した．  
 
 
図８ 本教育実験法にて測定したペルオキシダーゼの温度依存性 
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そこで，本実験において氷中～70℃の 5段階の温度での酵素反応温度依存性を，標準呈色
見本で定量的に分析できるか試行した．図 8 に示すように，最適温度の観察が可能となり，
酵素反応を視覚的，定量的に理解できると考えられた． 
 酵素は，化学反応の活性化エネルギーを低下させる働きを持つ．酵素が化学反応の触媒で
あることを適切に捉えさせるため，酵素無添加反応も行った．基質液のみを 37℃で 1 週間
静置したところ，若干の呈色が見られたが 5分間の酵素反応にも全く及ばず，酵素が触媒と
して化学反応を促進する性質を考察できるものと考えられた（図 9）． 
 
 
図９ 酵素無添加反応 
 
(2)実験法に関する考察 
 本研究にて，市販のチューブ入り香辛料を酵素給源としたペルオキシダーゼ反応実験法
が，実験条件の検討を種々実施された結果，高等学校の授業での実践を可能とする実験条件
を付して提案された．実験操作は高校生にとって簡便になるよう設定されると共に，酵素反
応時間も数分であることから，高校の授業時間内に充分収まることが期待される．実験にか
かる費用は安価で，使用器具も特殊なものは無い．酵素給源および基質に身近なものを用い
るので，酵素や化学反応（酸化還元）に対し親近感が持てるのではないかと思われる．また，
酵素無添加反応の結果は，酵素の触媒としての作用を示す良い比較例となるだろう． 
 高校生物教科書では酵素反応の特徴として，最適温度，最適 pH，および酵素－基質複合
体に関して記載している．それらの説明図として，反応温度依存性，反応 pH 依存性，およ
び基質濃度－反応曲線を示すそれぞれのグラフを必ず載せている．本研究では反応温度依
存性を検討したが，酵素の他の特徴を，本研究で提案された酵素実験を通じて高校生が学ぶ
ことも可能と考えられる．さらに，酵素反応阻害・促進実験や酵素安定性評価実験など，よ
り発展的な検討への応用も可能と考える． 
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図１０ 授業スケジュール 
 
(3)授業実践 
 以下に示す高大連携授業にて，本研究で開発した教育実験法を高等学校の授業で実践し
た．対象は，「生物」授業にて酵素に関する座学を終了している 2高校の 2年生（合計 51名）
とした．授業は酵素に関する講義と実験とし，図 10に示す 2時限連続のスケジュールにて，
合計 3回（常翔啓光学園高校にて 2回，常翔学園高校にて 1回）実施した．実験は 3～4人
1班の班別にて行い，班内で作業を分担させた．生徒には，あらかじめ実験目的や手順，結
果や考察などをまとめるための授業プリント（最終ページに添付）を配布し，理解の助けと
した．また，この機にマイクロピペッターの使用方法も教育したいという高校側の要望があ
り，マイクロピペッターの使用練習の時間を組み入れた．以下に，実験材料，実験器具，実
験装置と実験方法をまとめる． 
 
＜実験材料＞ 
練りホースラディッシュ（ハウス食品，40 g），オキシドール（健栄製薬，500 mL），ABTS（ア
ンモニウム塩，富士フィルム和光純薬，1 g）． 
＜実験器具＞ 
試験管 6本，試験管立て，ビーカー，メスシリンダー，薬さじ，ピペット 2本（または最大
容量 1 mLのマイクロピペッターおよびチップ），スポイト（または最大容量 0.1～0.2 mLマ
イクロピペッターおよびチップ）． 
1.導入，酵素反応について
2.実験手順，注意事項
3.実験準備
4.実験
5.結果，考察の記録
20分
5分
25分
20分
10分
6.結果，考察の発表
7.まとめ，発展
10分
10分
座学
実験
座学
酵素の立体構造
酸化還元反応
マイクロピペッターの操作練習
試薬調製
授業プリントの利用
活性化エネルギーを交えた説明
授業プリントを利用
各班の結果を共有
授業プリントの利用
合計 50分×2時限
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＜実験装置＞ 
秤量用天秤，50℃および 70℃設定可能なウォーターバス（無ければ実験直前に熱湯と水で
湯浴を調製），発泡スチロール製などの氷入れ容器，タイマー． 
＜実験方法＞ 
① 練りホースラディッシュをビーカーに 1 g 秤量し，メスシリンダーで測った 20 mL蒸留
水を入れて薬さじにて懸濁し，酵素液を調製する． 
② 6本の試験管それぞれに 1 mLの ABTS水溶液（0.5 mmol/L水溶液をあらかじめ作成）と
1 mLオキシドールを入れて混合，基質液を調製し，氷中に置く． 
③ 酵素液 0.08 mL（または使い捨てスポイト 2滴）を基質液に入れ，よく混ぜた後に各温度
［0℃，室温（20～25℃），体温（37℃），50℃，70℃］にて 5 分間反応させる．対照（酵素
無し）として，酵素液の替わりに蒸留水 0.08 mLを入れ，室温にて 5分間反応させる． 
④ 反応後，各試験管を氷中に置き，呈色を標準呈色見本と対比して色番号を記録する． 
⑤ 各試験管を室温に置き，呈色の変化を観察する． 
 
図１１ 授業における酵素反応の温度依存性測定記録のグラフ 
 
指導要領では「酵素については，その働きとタンパク質の立体構造との関係を扱うこと」
とあり，講義には酵素活性部位のアニメーションによる説明，酵素の立体構造グラフィクス
などを取り入れた．また，「生命現象を分子レベルで捉えるために必要な最小限の化学の知
識」を重視し，ペルオキシダーゼの反応を例に酸化還元反応の基本についても説明した．さ
らに，実験結果と酵素無添加反応を比較し，化学反応における活性化エネルギーについて考
察した． 
各回共，生徒達は酵素反応の進行や強弱が視認できることに興味を示し，積極的に実験に
取り組んでいた．主な実験結果として，各班の温度依存性検討記録をグラフ化し比較したと
ころ，予想通りの典型的な曲線が約半数の班で得られた（図 11）．一方，予想外の結果を出
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した班も存在した．主な理由は，0℃での酵素反応が室温での反応と同レベル観察されたた
めであった．これは，酵素反応開始後に試験管をすばやく 0℃に移動せず，酵素反応液の温
度低下に時間がかかったためと考えられた． 
 酵素反応をより定量的に分析するために，その呈色を標準呈色見本との対比で確認後，室
温にて試験管を静置することで，70℃反応液は呈色が進まないことが確認できた．この結果
より，タンパク質の熱変性と酵素失活についての議論を通じて考察を進めることができた． 
 授業の最後に，今後の改善の参考とするためアンケートを実施した．結果を図 12に示す．
実験の難易度については，問題無いものと思われた．酵素反応に関する知識・理解を深める
ための仕掛けを，如何に増やしていくかが今後の課題と考えられた．酵素の利用分野につい
ては，食品分野に偏っており，ファインケミカルなど他分野の応用例(9)を講義で例示するこ
とも一考すべきかもしれない． 
 
 (4)授業実践に関する考察 
 本研究では，高大連携教育の場で，安価な練りホースラディッシュやオキシドールなどを
使用した酵素反応を理解するための教育実験，および酵素反応に関する分子レベルでの理
解のための講義を採り入れた高校授業を行った．結果として，酵素特性を理解するための効
率的な取り組みであることが実践的に示せたと考える．ホースラディッシュ由来ペルオキ
シダーゼを対象とした本授業は，高等学校学習指導要領にも指摘されている以下の重要な
要素を含んでいる． 
・タンパク質が生命現象を支えている例として，生体触媒である酵素をとり上げる． 
・酵素の機能に，タンパク質の立体構造が関わっている． 
・タンパク質の機能を生命現象と関連付けるには，酵素に関する実験を行い，生命現象に酵
素の働きが関わっていることに気付かせる． 
現在は酵素実験として，ルシフェラーゼによる生物発光の実験や，解毒作用に関連するカ
タラーゼによる過酸化水素の分解の実験などが例示されている．ペルオキシダーゼによる
酵素反応定量化実験は，既存の酵素実験と比較してメリットが大きい．具体的には，ルシフ
ェラーゼ実験で確認し得る反応の定量性を，カタラーゼ実験同様に簡便・安価で特別な装置
が無くても実現できる． 
氷中での酵素反応や反応の停止は温度低下に時間がかかってしまうため，実験操作に手
間取ると冷却不十分による反応進行が生じた．冷却に食塩添加氷水を用いることで冷却時
間の短縮が可能となると思われる．また，マイクロピペッター使用の技術的課題として，酵
素液中の練りホースラディッシュに由来する繊維がチップの先に詰まり，不正確な分注作
業となる場合があった．これについては，酵素液調製後少し時間をおいて繊維を沈澱させれ
ばよいことを指導すべきであった． 
学生実験では，予想外の結果に対して原因を考えさせることも重要である．本授業におい
ても，実験後に各班の結果を共有し，予想外の点について議論した．例えば，各温度での反
応確認後，室温にて再度反応させることにより，酵素の熱失活について議論できた．今後は，
各温度の制御がより厳密であればどうなるだろうか，本酵素反応の最適 pH や基質濃度依存
性はどうだろうかなど，時間内では確認が困難な事象についても議論できる場を設けたい
と考えている． 
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本授業において，ペルオキシダーゼが植物に存在する生理的意義については簡単にしか
触れなかった．ペルオキシダーゼは植物において様々な役割を担うことが知られており，生
体内での酵素の働きを知るためにも，一例の紹介や生徒間で考察する場を設けるべきだっ
たと考えている．ペルオキシダーゼの機能の一例として，特定分子の酸化もしくは活性酸素
種レベルの制御により，木化，生長，ストレス防御機構，発芽などへの寄与が挙げられる(10)．
しかし現時点では，一部の植物種の限られたペルオキシダーゼの役割しか分かっていない． 
最後に，アンケートでは酵素の産業応用について医薬や検査などの医療・ヘルスケア分野
(11)，環境分野や繊維産業(12)などの身近な例をほとんど知らないことがわかった．今後の授
業では，身近な酵素の応用例や大学における各種研究事例なども紹介したい． 
 
図１２ 学生アンケートの集計結果 
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